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== (54) Title: DNA SEQUENCES, WHICH CODE FOR OPTIMISED EUKARYOTIC HPV 16-L1 AND HPV 16-L2 



(54) Bezeichnung: FUR EXPRESSION IN EUKARYONTEN OPTIMIERTE HPV 16-L1UNDHPV 16-L2 KODIERENDE DNA* 
SEQUENZEN 

^ (57) Abstract: The invention relates to DNA sequences that have been optimised with respect to the codon use, said sequences 
coding for an HPV 16-L1 capsid protein or an HPV 16-L2 capsid protein. Said DNA sequences comprise the DNA sequences or 

\^ fragments or variants thereof that are illustrated in figures 5, 6 or 7 and permit the simple recombinant production of HPV 16-L1 or 
HPV 16-L2 capsid proteins or fragments thereof in high yields, without having to use viral vectors. The capsid proteins are preferably 

00 used for producing vaccines. 

^ (57) Zusammenfassung: Beschrieben werden hinsichtlich der Codon -Verwendung optimierte DNA-Sequenzen, die ein HPV 
16-Kapsidprotein LI bzw. HPV 16-Kapsidprotein L2 kodieren. Diese DNA-Sequenzen umfassen die in den Figuren 5, 6 oder 

O 7 gezeigten DNA-Sequenzen oder Fragmente oder Varianten dieser DNA-Sequenzen und erlauben die einfache rekombinante 
Herstellung von HPV 16-L1- bzw. L2-Kapsidproteinen oder Fragmenten davon mil hoher Ausbeule unter Vermeidung der 
Verwendung viralcr Vckloren, vorzugsweise zur Herstellung von Vakzinen. 
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Fur Egression in Eukaryonten optimierte HPV 16-L1 und HPV 16- 
L2 kodierende DNA Sequenzen 

Die vorliegende Erfindung betrifft hinsichtlich der Codon- 
Verwendung optimierte DNA-Sequenzen, die fiir ein HPV 16- 
Kapsidprotein LI bzw. HPV 16-Kapsidprotein L2 kodieren. Diese 
DNA-Sequenzen umfassen die in den Figuren 5, 6 oder 7 
gezeigten DNA-Sequenzen oder Fragmente oder Varianten dieser 
DNA-Sequenzen- Die erf indungsgeraaSen DNA-Sequenzen erlauben 
die einfache rekombinante Herstellung von HPV 16-Ll- bzw. L2- 
Kapsidproteinen oder Fragmenten davon mit hoher Ausbeute unter 
Vermeidung der Verwendung viraler Vektoren, vorzugsweise zur 
Herstellung von Vakzinen. 

Ein Teil der humanen Papilloma -Virus (HPV) -Typen ist fiir den 
Menschen relativ harmlos (z.B. HPV 1), wahrend andere Typen 
humaner Papillomaviren eng mit der Entwicklung maligner 
Tumoren assoziiert sind. Besonders gut charakterisiert ist 
deren Beteiligung an der Entstehung des Zervixkarzinoms und 
verschiedene Befunde weisen darauf hin, da£ HPVs eine kausale 
Atiologie dieses Tumors spielen. Auf der molekularen Ebene 
sind in etwa 95% der Zervixkarzinom-Biopsien Sequenzen 
onkogener HPV-Typen (HPV 16 in etwa 50-60% und HPV18 in etwa 
10-20% der Falle) nachweisbar. Die rekombinante Gewinnung von 
HPV-Kapsidproteinen, z.B. HPV 16-Ll oder HPV 16-L2, ist daher 
fur die Herstellung von entsprechenden Vakzinen im 
kommerziellen MaSstab von gro&er Bedeutung. Allerdings ist es 
seit langerer Zeit bekannt, da£ die Expression von HPV- 
Kapsidproteinen in hoheren eukaryontischen Zellen, z.B. 
Saugetierzellen, ohne Verwendung bestimrater viraler Vektoren, 
wie Vakzinia Virus, Semliki Forest Virus (SFV) , Adenovirus 
etc. praktisch nicht moglich ist. Es ist davon auszugehen, da£ 
ein Grund dafur darin liegen diirfte, daE Papillomaviren 
Strategien entwickelt haben, die vorzeitige Expression der 
sehr immunogenen Kapsidproteine im Wirt zu vermeiden. Es 
wurden zwar bisher verschiedene Mechanisraen, die dieser 



WO 02/38769 



PCT/DE01/03618 



2 

geringen Expression zugrunde liegen kormten diskutiert, z.B. 
sogenannte negat iv-regulator ische Elemente auf der 
mRNA, allerdings konnte bisher keine der Hypothesen 
experiment ell bestatigt werden. Auch durch Einsatz von mRNA- 
Export-Elementen war bisher nur eine geringe Expression von 
z.B. HPV16-L1 moglich. Durch die deshalb bedingte 
Notwendigkeit der Verwendung viraler Expressionssysteme wurde 
die bisher ige Verwendungsmoglichkeit der vorstehenden HPV- 
Kaps idpro teine fur die Vakzine-Herstellung stark 
eingeschrankt . 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung das technische Problem 
zugrunde, DNA-Sequenzen bereitzustellen, die eine einfache und 
hochef f iziente rekombinante Herstellung der HPV16- 
Kapsidproteine LI und L2 erlauben. 

Die Losung dieses technischen Problems wird durch die 
Bereitstellung der in den Patentanspriichen gekennzeichneten 
Ausfuhrungsformen erzielt. 

Es zeigte sich, daS durch einen Austausch bestimmter Codons in 
der HPV 16-L1 bzw. HPV 16-L2 kodierenden DNA-Sequenz unter 
Beibehaltung der ursprunglichen Aminosauresequenz die 
Expression in hoheren eukaryontischen Zellen sehr stark 
verbessert werden kann, wobei auch nicht langer der Einsatz 
von viralen Vektoren erforderlich ist. In den zu der 
vorliegenden Erfindung fiihrenden Experimenten wurden die HPV 
16-L1 und -L2 kodierenden DNA-Sequenzen vollstandig 
neusynthetisiert , wobei dazu uberlappende 85mer Primer 
verwendet und die entsprechenden DNA-Sequenzen (ohne Matrize) 
iiber PCR hergestellt wurden. Es wurden fur LI kodierende neue 
DNA-Sequenzen hergestellt, die fur die Expression in Pflanzen 
und Saugerzellen optimiert worden waren und eine fur L2 
kodierende neue DNA-Sequenz, die ebenfalls fur die Expression 
in Saugerzellen optimiert worden war. Dabei wurden mehr als 
60% aller Codons verandert. Die Expression erfolgte in dem 
Vektor pUF3 unter Kontrolle des humanen Cytomegalovirus 
" immediate early promo tors" (pCMV) , wobei es sich zeigte, daS 
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alle Konstrukte eine wesentlich bessere Expression zeigten im 
Vergleich zu den Ausgangs-DNA-Sequenzen, wobei eine Erhohung 
der Expressionsrate bis zu einem Faktor von 10000 gefunden 
wurde. Desweiteren wurde gefunden, daS eine derart hohe 
5 Expression auch erzielt wird, wenn das HPV16-L1 oder -L2 in 
Fusionsproteinen, z.B. mit E7 von HPV16 oder Teilen davon, 
vorliegt, wobei die DNA-Sequenzen der mit HPV16-L1 oder -L2 
fusionierten Polypeptide in Wildtyp-Form vorliegen konnen. 



10 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit eine DNA- 
Sequenz, die fur ein HPV 16-Kapsidprotein LI kodiert und die 
in Figur 5 oder 6 gezeigte DNA-Sequenz umfaSt, oder fur ein 
HPV 16-Kapsidprotein L2 kodiert und die in Figur 7 gezeigte 
DNA-Sequenz umfaSt. 

15 

Die vorliegende Erfindung umfaSt auch eine DNA-Sequenz, die 
fur ein Protein mit den biologischen Eigenschaf ten eines HPV 
16-Kapsidproteins LI oder eines HPV 16-Kapsidproteins L2 
kodiert und die ein Fragment oder eine Variante der in Figur 
20 5, 6 oder 7 gezeigten DNA-Sequenz ist. 

Der in der vorliegenden Erfindung verwendete Begriff 
"Fragment" umfaSt DNA-Sequenzen, die sich gegenuber den in den 
Figuren 5, 6 und 7 angegebenen DNA-Sequenzen dadurch 

25 unterscheiden, dafi sie nur einen Teil davon oder Teile davon 
umfassen, die jedoch noch Polypeptide mit einer biologischen 
Aktivitat des von der Ges am tsequenz kodierten Proteins 
kodieren, wobei sich in diesem Zusammenhang der Begriff 
"biologische Aktivitat" vorzugsweise auf die Wirksamkeit als 

30 Vakzine bezieht. Der Fachmann kann mittels iiblicher Verfahren 
solche Fragmente herstellen bzw. auswahlen, die noch iiber 
diese Eigenschaf t verfugen. 

Der in der vorliegenden Erfindung verwendete Begriff 
35 -Variante" umfaSt DNA-Sequenzen, die sich gegenuber den in den 
Figuren 5, 6 und 7 angegebenen DNA-Sequenzen dadurch 
unterscheiden, da£ sie nicht alle der in den Figuren 
angegebenen veranderten Codons, d.tu weniger im Vergleich zu 
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den Ausgangs -DNA-Sequenzen veranderte Codons, also noch mehr 
WT-Codons enthalten. Dabei betragt die Rate der gegemiber den 
urspriinglichen DNA-Sequenzen veranderten Codons mindestens 
10-40%, vorzugsweise mindestens 50% und am meisten bevorzugt 
5 mindestens 55%. Diese Codonveranderungen fiihren nicht dazu, 
dafi die Wirkung der davon translatierten Polypeptide als 
Vakzine wesentlich beeintrachtigt wird, vorzugsweise fiihren 
sie nicht zu einer Veranderung der Aminosauresequenz . 

10 Die erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen konnen auch ndt weiteren 
DNA-Sequenzen fusioniert sein, die die Synthese von 
Fusionsproteinen bewirken, wobei diese Fusionsproteine neben 
HPV 16-Ll oder -L2 oder Teilen davon vorzugsweise ein weiteres 
HPV 16-Protein oder ein Teil davon, z.B. ein Kapsidprotein 

15 oder ein Strukturprotein, wie E7, umfassen, was u.U. zu einer 
verbesserten Vakzine fiihren kann. Giinstig kann es sein, wenn 
das HPV16-L1 oder -L2 kein Kernwande rungs signal (NLS) 
aufweist, da£ ein solches dann z.B. in Form jenes von SV40, im 
Fusionsprotein vorliegt. Bevorzugte Fusionsproteine sind 

20 HPV16-L1 human delta C E7 1-60, HPV16-L1 human delta C NLS-E7 

(short) und HPV16-L1 human delta C NLS-E7 (long}. Es wird auf 
die Figuren 8-10 verwiesen. 

Verfahren zur Erzeugung der vorstehenden Anderungen in der 
25 DNA-Sequenz sind dem Fachmann bekannt und in Standardwerken 
der Molekularbiologie beschrieben, beispielsweise in Sambrook 
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausgabe, 
Cold Spring Harbor. -Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY 
(1989)). Der Fachmann ist auch in der Lage, zu bestimmen, ob 
30 ein von einer so veranderten DNA-Sequenz kodiertes Protein 
noch iiber die biologischen Eigenschaf ten des Ausgangsproteins 
verf iigt . 

Die erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen konnen auch in einen 
35 Vektor bzw. Expressionsvektor inseriert werden. Somit umfaSt 
die vorliegende Erf indurig auch diese DNA-Sequenzen enthaltende 
Vektoren bzw.- Express ionsvektoren. Die Bezeichnung "Vektor" 
bezieht sich auf ein Plasmid (pBR322, pBlueScript, pGEMEX, 
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pUC-Derivate, pGEX-2T, pET3b und pQE-8, etc.) oder ein anderes 
geeignetes Vehikel. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm sind die 
erf indungsgemaEen DNA-Sequenzen im Vektor mit regulatorischen 
Elementen funktionell verkniipf t , die dessen Expression, 
vorzugsweise in hoheren eukaryontischen Wirtszellen erlauben. 
Solche Vektoren en thai ten neben den regulatorischen Elementen, 
beispielsweise einem Promo tor, typischerweise einen 
Replikationsursprung und spezifische Gene, die die 
phanotypische Selektion einer transf ormierten Wirtszelle 
erlauben. Zu den regulatorischen Elementen fur die Expression 
in Prokaryonten, beispielsweise E.coli, zahlen der lac-,trp- 
Promotor oder T7-Promotor ; und fur die Expression in 
Eukaryonten der AOXl- oder GALl-Promotor in Hefe und der CMV-, 
SV40-, RVS-40, MMTV- oder Metallothionein I-Promoter fur die 
Expression in tierischen Zellen, insbesondere Tieren. Als 
Vektoren fur letztere Expression eignen sich z.B. pMSXND, 
pKCR, pEFBOS, cDM8, pCEV4, insbesondere pUF3 . Bevorzugt liegen 
die erfindungsgemaSen DNA-Sequenzen in einem 

Expressionsvektor, z.B. pUF3 (Zolotukhin et al., J. Virol. 
Vol. 70, (1906), 4646-4654) unter der Kontrolle des humanen 
Cytomegalovirus "immediate early" Promoters (pCMV) vor. Ferner 
konnen die erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen auch in einen AAV- 
Vektor, z.B. der Serotypen AAVl-6, wobei AAV2 bevorzugt ist, 
inseriert sein, wodurch z.B. eine Vakzinierung uber die 
Mund/Rachen-Schleimhaute ermoglicht ist, was u.U. zur 
Induktion von anti-HPV16-Ll bzw. -L2 IgA Antikorper fuhrt. 
Desweiteren konnen auch andere Viren oder abgeschwachte bzw. 
inaktivierte Bakterien als Vektor fur die erf indungsgemaSen 
DNA-Sequenzen verwendet werden. Solche sind z.B. Vakzinia 
Viren, Herpes Simplex Viren oder Adenoviren bzw. Salmonellen 
oder Listerien. Daruberhinaus zahlen zu den erf indungsgemaEen 
Expressionsvektoren auch von Baculovirus abgeleitete Vektoren 
fur die Expression in Insektenzellen, beispielsweise 
pAcSGHisNT-A. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm werden die 



WO 02/38769 



PCT/DE01/03618 



6 

erf indungsgema£en DNA-Sequenzen in pflanzlichen Zellen, 
insbesondere in Pflanzen exprimiert. Hierfiir konnen ubliche 
Vektoren, wie pUC-Derivate , verwendet werden, die fur 
pflanzliche Zellen geeignete regulatorische Elemente 
enthalten. Solche Elemente umfassen z.B. Promotoren, wie den 
Cauliflower Mosaic Virus 35S Promotor, den Agrobacterium 
tumefaciens Nopalin Synthase Promotor und den Mannopin 
Synthase -Promotor, und Enhancer, wie den TMV-Overdrive- 
Enhancer. Sollten aus den transf izierten pflanzlichen Zellen 
ganze Pflanzen regeneriert werden, ist es guns tig, wenn ferner 
ein selektierbarer Marker, wie das Neomycinphospho transf erase 
II-Gen aus E.coli, das Sulf onamid-Resistenzgen oder das 
" Hygromycin-Resistenzgen vorliegt. 

Allgemeine, auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren konnen zur 
Konstruktion von Expressionsvektoren, die die - 
e r f i ndung s g emaS en DNA-Sequenzen und geeignete 
Kontrollsequenzen enthalten, verwendet werden. Zu diesen 
Verfahren zahlen beispielsweise in vitro- 
Rekombinationstechniken, synthetische Verfahren, sowie in 
vivo-Rekombinationsverf ahren, wie sie beispielsweise in 
Sambrook et al . , supra, beschrieben sind. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die vorstehend 
beschriebenen DNA-Sequenzen oder Vektoren enthaltende 
Wirtszellen. Zu diesen Wirtszellen zahlen vorzugsweise 
pflanzliche Zellen, insbesondere Zellen von Weizen, Gerste, 
Reis, Mais, Zuckerriibe, Zuckerrohr, Brassicaceen, Leguminosen, - 
Tabak, Kartoffel, Pilze, Moose und.Algen, sowie tierische 
Zellen, insbesondere Saugerzellen. Bevorzugte Saugerzellen 
sind CH0-, VER0-, BHK-, HeLa-, COS-, MDCK, 293T-, 911- und 
Wl38-Zellen. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung auch 
die aus den Wirtszellen generierbaren Wirte, insbesondere 
Pflanzen. Verfahren zur Transformation vorstehender 
Wirtszellen, zur phanotypischen Selektion von Transf orman ten 
und zur Expression der erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen unter 
Verwendung der vorstehend beschriebenen Vektoren sind auf dem 
Fachgebiet bekannt. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft auSerdem ein Verfahren zur 
Herstellung eines HPV 16-Kapsidproteins LI oder eines HPV 16- 
Kapsidproteins L2 , das die Kultivierung der vorstehend 
beschriebenen Wirtszellen unter Bedingungen umfafit, die die 
5 Expression des Proteins (bzw. Fusionsproteins) erlauben 
(vorzugsweise stabile Expression) , und die Gewinnung des 
Proteins aus der Kultur oder aus den Wirtszellen. Dem Fachmann 
sind Bedingungen bekannt, trans formierte bzw. transf izierte 
Wirtszellen zu kultivieren. Geeignete Reinigungsverf ahren 
.10 (beispielsweise praparative Chromatographie, 

Affinitatschromatogr a p hie, beispielsweise 
Immunoaf f ini tats chromatographie, HPLC etc.) sind ebenfalls 
allgemein bekannt. 

15 Die erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen in exprimierbarer Form, 
z.B. in rekombinanten AAVs, sowie mit den erf indungsgemaSen 
DNA-Sequenzen rekombinant hergestellten HPV 16-Kapsidproteine 
erlauben die einfache und kostengiinstige Herstellung eines 
Vakzinierungsmittels gegen HPV 1 6 - Inf ekt ionen , das 

20 gegebenenfalls zusatzlich einen pharmazeutisch vertraglichen 
Trager enthalt. Geeignete Trager und die ■ Formulierung 
derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann bekannt. Zu 
geeigneten Tragern zahlen beispielsweise Phosphat-gepuf f erte 
Kochsalzlosungen, Wasser , Emuls ionen, beispielsweise 

25 Ol/Wasser-Emulsionen, Netzmittel, sterile Losungen etc. Die 
Verabreichung des Vakzinierungsmittels kann oral oder 
parenteral erfolgen. Zu den Verfahren fur die parenterale 
Verabreichung gehoren die topische, intra-arterielle , 
intramuskulare , subkutane/ intramedullare , intrathekale , 

30 intraventrikulare, intravenose, intraperitoneale, intranasale 
oder intraanale Verabreichung. Die geeignete Dosierung wird 
von dem behandelnden Arzt bestimmt und hangt von verschiedenen 
Faktoren ab, beispielsweise von dem Alter und dem Gewicht des 
Patienten, der Art der Verabreichung etc. 

35 
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Kurze Beschreibung der Figuren: 
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Figur 1: Vergleich der Expression von HPV 16 LI - original 
(Llori), optimiert fur Pf lanzenexpression (pLl) und 
Expression in humanen Zellen (hLl) nach transienter 
Transfektion der entsprechenden Express ionsplasmide 
in humane Zellen 

Extrakte der transf izierten Zellen (293T Zellen) wurden in 
SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit einem monoklonalen 
anti-Ll Antikorper nachgewiesen. Entsprechend den Angaben iiber 
der Figur wurden von Extrakt hLl im Vergleich zu dem Extrakt 
von pLl und Llori- nur 1/10 bzw. 1/100 der Menge aufgetragen. 
Kontrolle: mock transf izierte^Zellen. Llori: Origirial-Sequenz 
von HPV16-L1. 

Figrur 2: Direkte und indirekte Effekte der modi f izierten 
Leserahmen 

Um der Frage nachzugehen, ob die Codons oder regulatorische 
Elemente die Expression von LI beeinf lussen> wurden bi- 
cistronische Vektoren analysiert. (siehe bezuglich des 
schematischen Aufbaus der Vektoren den unteren Teil der 
Figur.) Hinter den jeweiligen Ll-Genen befindet sich das eGFP- 
Gen, dessen Translation unabhangig von der Ll-Translation von 
einer " internal ribosome binding site" (IRES) erfolgen kann. 
Ergebnis: Die eGFP-Expression wird voiri jeweiligen 
vorgeschal teten Ll-Gen beeinfluSt. Kontrolle: mock 
transf izierte Zellen. Llori: Original -Sequenz von HPV16-L1. 

Figur 3: HPV 16-L2 -Expression durch Modifikation des 
Leserahmens 

Die "Humanisierung" der Codons von L2 ermoglicht die 
Expression in Saugetierzellen (293T) nach transienter 
Transfektion. Die Figur zeigt die Ergebnisse eines Western- 
Blot mit Verwendung eines polyklonalen anti-L2 -Antiserums . 
Kontrolle: mock transf izierte Zellen 
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Figur 4: Partikelbildung nach Expression von HPV 16-Ll in 
911-Zellen 

Die Figur zeigt die Bildung von Virus-artigen Partikeln (VLPs) 
nach trans i enter Expression von hLl in humanen Zellen (911- 
Zellen) . Die Zellen wurden 2 Tage nach der DNA-Transf ektion 
fixiert, geschnitten und gefarbt. Die Abbildung zeigt eine 
elektronenmikroskopische Aufnahme der VPLs im. Zellkern einer 
transfizierten Zelle. A: Ubersicht; B: starker vergroSerter 
Bereich 

Figur 5: DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosaureseguenz von pLl 

Figur 6: DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz von hLl 

Figur 7 : DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz von hL2 

Figur 8: DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz von 
HPV 16-Ll human delta C E7 1-60 (AS 1-474 von HPV16- 
Ll und AS 1-60 von HPV16-E7) 

Figur 9: DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz von 
HPV 16-Ll human delta C NLS-E7 (short) (AS 1-474 von 
HPV16-L1, AS 1 und 2 von HPV16-E7, 7 AS von SV40 NLS 
und AS 11-60 von HPV16-E7) 

Figur 10: DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz von 
HPV 16-Ll human delta C NLS-E7 (long) (AS 1-474 von 
HPV 16-Ll, AS 1 und 2 von HPV16-E7, 7 AS von SV40 
NLS und AS 1-60 von HPV16-E7) 

Figur 11: Immunisierung von Tieren mittels erf indungsgemaSer 
DNA-Sequenzen 

Figur 12: Physikalische Karte des Pf lanzenexpressionsvektors 
#945 HPV16-L1 h 
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Figur 13: DNA-Sequenz der Expressionseinheit von #945 
HPV16-L1 h 

Die Figur zeigt den 35S Promotor, den TMV-Overdrive-Enhancer 
und die Sequenz von HPV16-L1 h, die sich von jener von Fig. 6 
durch das Codon GCC nach dem ATG-Startcodon gegenuber dem 
Codon AGC unterscheidet . Die DNA-Sequenz von HPV16-L1 h von 
Fig. 13 st el It ebenfalls einen Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung dar. 

Figur 14: Western Blot Analyse der Expression von HPV16-L1 h 
in transgenen Tabakpf lanzen 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Herstellung der optimierten HPV 16-Ll- und L2- 
DNA- Sequenz en 

Zur Herstellung der optimierten Sequenzen wurde ein PCR 

20 Verfahren nach Kim et al. f Gene 199, (1997), 293-301 
verwendet. Hierzu wurden 85mer Oligonukleotide (jeweils 25 
Primer fur pLl und hLl, 24 Primer fur hL2) synthetisiert , die 
das HPV16-L1- bzw. -L2-Gen umfassen. Die Oligonukleotide 
iiberlappen in 20-23 Basenpaaren und sind alternierend vom 

25 kodierenden bzw, nicht kodierenden DNA Strang abgeleitet (z.B. 

1: kodierend, 2: nicht kodierend, 3: kodierend, 4: nicht 
kodierend). Das hat" zur Folge, da£ die 5 1 -3 1 Richtung 
geradzahliger Oligonukleotide entgegen der 5 , -3' Richtung 
ungeradzahliger Oligonukleotide verlauft. Fur die PCR Synthese 

30 wurden zunachst jeweils Gruppen aus 4 Oligonukleotiden 
verwendet (1,2,3,4 und 3,4,5,6 und 5,6,7,8 etc). Das molare 
Verhaltnis der innenliegenden Oligonukleotide (z.B. 2 und 3) 
zu den aussenliegenden Oligonukleotiden (z.B. 1 und 4) wurden 
auf 1:100 eingestellt. Durch anschlieSende PCR wurden 

35 doppelstrangige DNA Produkte erhalten, die. die Bereiche der 
eingesetzten Primer enthielten (z.B. Produkt a: 1-4, Produkt 
b: 3-6 etc.). In einem zweiten Amplif ikationszyklus wurden 
dann durch Verwendung der Produkte aus Runde 1 langere 
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doppelstrangige DNA Bereiche herges tellt . Dazu wurden 
beispielsweise Primer 1 und 6 mit den Produkten a und b der 
ersten Runde eingesetzt. Auf diese Weise wurden groSere 
Bereiche der optimierten Gene hergestellt. Beim Design der 
5 rekombinanten Gene wurden die Erkennungssequenzen bestimmter 

Restriktionsendonukleasen eingefuhrt, ohne allerdings die 
Sequenz der kodierten HPV16-L1- bzw. -L2-Gene zu verandern. 
Diese Schnittstellen wurden bei der Synthese verwendet, um PCR 
Zwischenprodukte zu klonieren und deren Korrektheit mittels 
10 DNA Sequenz ierung zu priifen. Nach Zusammensetzen der Gene aus 

diesen Fragmenten wurde die Sequenz nochmals durch DNA- 
Sequenzierung iiberpruft (Tabelle 1: Codonstatistik fur HPV 16- 
Ll and- L2 ) . 

15 Beispiel 2: Herstellung der Expressionsvektoren zur 

Expression von HPVl6-pLl # HPVl6-hIil und HPV 16- 
hL2 in Saugerzellen. 



Die in Beispiel 1 synthetisierten DNA-Sequenzen ivurden in den 

20 Vektor pUF3 (Zolotukhin et al . , supra) unter der Kontrolle des 

Cytomegalovirus Minmediate early" Promotors (pCMV) inseriert. 
Hierzu wurden die Gene pLl, hLl und hL2 zunachst uber Xbal und 
Hindill (auf jeweils dem ersten bzw. letzten Primer) in 
pBluescript KS kloniert (pBKSpLl, pBKShLl , pBKShL2) . Die 

25 erhaltenen Klone wurden bei der DMSZ (Deutsche Sammlung fur 

Mikroorganismen und Zellkulturen als E-coli #713; 16L1 plant 
Blspt (pLl) unter DSM .13745, als E.coli #835; 16L1 human Blspt 
(hLl) unter DSM 13746 bzw. als E.coli #886; 16L2 human Blspt 
(hL2) unter DSM 13747 am 28. Sept. 2000 hinterlegt. 

30 Desweiteren wurden die Gene pLl, hLl und hL2 mit Xbal und 

Hindill aus den Vektoren ausgeschnitten und in pBKCMV iiber 
Xbal, Hindill kloniert. Aus den erhaltenen Vektoren wurden die 
Gene wiederum iiber NotI f Sail ausgeschnitten und in Not I, Sail 
gespaltenen pUF3 kloniert. Es wurden die Expressionsvektoren 

35 pUF3-pLl, pUF3-hLl und pUF3-hL2 erhalten. 
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Beispiel 3: Ergebnisse der Expression der erf indungsgemafien 
DNA-Sequenzen in humanen Zellen 

(a) Humane 293 T Zellen wurden einer transienten Tranfektion 
mit den in Beispiel 2 hergestellten Expressionsvektoren 
pUF3-pLl, pUF3-hLl und pUF3-hL2 unterzogen. Nach drei 
Tagen wurden aus den Zellen Extrakte gewonnen, einer SDS- 
PAGE unterzogen und in einem Westernblot mittels eines 
kauf lichen monoklonalen anti-Ll-Antikorpers nachgewiesen. 

Es zeigte sich, da£ durch die erf indungsgemaSen DNA- 
Sequenzen eine stark erhohte Expression von HPV16-L1 
erreicht wird (Fig. 1) . 

(b) Humane 293 T Zellen wurden einer transienten Tranfektion 
mit einem bi-cistronischen Expressionsvektor unterzogen, 
der neben dem HPV16-Ll-Gen auch ein dahinter liegendes 
eGFP-Gen enthalt, dessen Translation von einer "internal 
ribosome binding site (IRES) erfolgt. Nach einem Tag 
wurde von einem Teil der Zellen eine FACS-Analyse 
durchgef uhrt . Von den restlichen Zellen wurden Extrakte 
gewonnen, einer SDS-.PAGE, unterzogen und in einem 
Westernblot mittels eines kauflichen monoklonalen anti- 
Ll-Antikorpers nachgewiesen. 

Es zeigte sich, da& durch die erf indungsgemaSen DNA- 
Sequenzen eine stark erhohte Expression von HPV16-L1 
erreicht wird, die genutzt werden kann, um eine weitere 
in cis vorliegende DNA-Sequenz ebenfalls hoch zu 
exprimieren (Fig. 2) . 

(c) Humane 293 T Zellen wurden einer transienten Transfektion 
mit dem erf indungsgemaSen Expressionsvektor pUF3-hL2 
unterzogen. Nach drei Tagen wurden aus den Zellen 
Extrakte gewonnen, einer SDS-PAGE unterzogen und in einem 
Westernblot mittels eines polyklonalen ant i-L2 -Serums 
nachgewiesen . 
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Es zeigte sich, da£ durch die erf indungsgemaSen DNA- 
Sequenzen eine stark erhohte Expression von HPV16-L2 
erreicht wird (Fig. 3). 

Beispiel 4: Nach transienter Expression von hLl in 911- 
Zellen werden Virus-art ige Partikel (VLPs) 
gebildet 

911-Zellen wurden transient mit pUF3-hLl DNA transf iziert . 
Drei.Tage nach der Transf ektion warden die Zellen fixiert und 
Ultradunnschnitte^angefertigt, die einer 
elektronenmikroskopischen Analyse unterzogen wurden. 

Es zeigte sich, daS sich aus den erf indungsgemaSen DNA- 
Sequenzen HPVl6-Ll-Kapside bilden. 

Beispiel 5: Immuni s ierung von Tier en mittels 
erf indungsgemaEer DNA-Seqiienzen 

Urn zu testen, ob eine erf indungsgemaSe HPV16-Ll-DNA-Sequenz 
eine humorale Immunantwort auslosen kann, wurden Mause mit 
pUF3-hLl immunisiert. Die Mause wurden zweimal, im Abstand von 
vier Wochen mit je 100 Mikrogramin pUF3-hLl intra-muskular 
immunisiert. Vier Wochen nach der zweiten Immunisierung wurde 
Serum entnommen. Urn Anti-HPV16-Ll spezifische Antikorper im 
Serum der Mause nachzuweisen, wurden ELISA-Platten mit 
gereinigtem HPVl 6 -Ll - Vi rus - ar t i gen Partikeln (2,5 
Mikrograitim/Vertiefung) : beschichtet . • Die Seren wurde in 
unterschiedlichen Verdiinnungen (1:10-1:12800) getestet. Als 
Negativkontrolle dienten ELISA-Platten, die nur mit PBS 
beschichtet waren. An die Platten gebundene HPV16-L1 
spezifische Antikorper wurden durch einen Sekundar -Antikorper 
(Ziege-Anti-Maus-Peroxidase) und entsprechender Peroxidase- 
vermittelter Farbreaktion nachgewiesen. 

Es zeigte sich, dafi Mause, die mit erf indungsgemafiem pUF3-hLl 
immunisiert wurden, grofie Mengen von HPV16-L1 spezifischen 
Antikorpern produzieren. Im Gegensatz dazu ist die Menge der 



WO 02/38769 



PCT/DEO 1/036 18 



14 

HPV16-L1 spezifischen Antikorper sehr gering, wenn Original - 
Seguenzen von HPV16-L1 verwendet werden. 

Beispiel 6: Konstruktion des Pf lanzenexpressionsvektors 
5 #945 HPV 16L1 h 

Urn das Gen HPV16-L1 h in den den TMV-Overdrive-Enhancer 
enthaltenden Vektor TMV-U1 -Overdrive einzufugen, war es 
notwendig eine zusatzliche Ncol Restriktionsschnittstelle, 
10 uberlappend mit dem ATG Initiationskodon des HPV16-L1 h Gens 
einzufugen. Dazu wurde mittels PCR der 5'Bereich von HPV16-L1 
h amplif iziert . Folgende Primer wurden verwendet: 

Primer: 
15 HPV16-L1 h NcoPl: 

TTTGAAT TCCATGG CCCTGTGGCTGCCCAGCG 
HPV16-L1 h NcoP2: 

20 

TTTTAAGCTTCCATGGCGCCGAAGCCG 

Die Primer enthalten folgende Elemente: 

25 HPV16-L1 h NcoPl:EcoRI Schnittstelle zum Zwischenklonieren in 
pBlueskript; ATG Ini t iationscodon (fett) HPV16-L1 h 
uberlappend mit neuer Ncol Schnittstelle (unterstrichen) . 
Durch Einfugen der Ncol Schnittstelle wird die zweite 
Aminosaure von HPV16-L1 h in ein Alanin umgewandelt . 

30 

HPV16-L1 h NcoP2: Hindlll Schnittstelle zum Zwischenklonieren 
in pBlueskript, Interne Ncol Schnittstelle, bereits in HPV16- 
Ll h enthalten. 

35 Das PCR Produkt wurde zunachst- in pBluescript kloniert und 
sequenziert. Parallel dazu wurde das Gen HPV16-L1 h in den 
Vektor TMV-Ul- overdrive iiber Sacl Sail einkloniert . Dieser 
Vektor enthalt bereits den 35S Promoter sowie das Overdrive 
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Element: 

Kpnl-35S-Od-Ncol (aus Vektor) -Sacl-HPV16-Ll h-Ncol (HPV16-L1 
h-intern)-HPV16-Ll h-Sall 

5 

Um HPV16-L1 h richtig in Bezug auf den Overdrive-Enhanver zu 
positionieren, wurde das erhaltene Konstrukt mit Ncol 
geschnitten, der 5'Bereich des HPV16-L1 h entfernt und 
anschlieSend das zwischenklonierte PCR Fragment (s.o.) als 
10 Ncol Fragment eingefiigt. SchlieElich wurde die 
Expressionskassette (Overdrive-HPVl6-Ll h) mittels Kpnl-Sall 
ausgeschnitten und in den binaren Pf lanzenexpressionsvektor 
pBIN-AR eingefiigt. Es wurde der Pf lanzenexpressionsvektor #945 
HPV16-L1 h erhalten. 

15 

:r Belspiel 7: Expression- von :: HPV16-L1 h in transgenen 

Tabakpf lanzen 

1. Transformation von Agrobakterien 

20 

Die Transformation von Agrobacterium tumefaciens wurde 
entsprechend der Methode von Hofgen und Willmitzer (Nucl. Acid. 
Res. (1988) 16, 9877) ausgefiihrt. Die Anzucht der 
Agrobacterien erfolgte in YEB Medium (Vervliet et al . Gen. 
25 Virol (1975) 26, 33) . Der in Beispiel 6 beschriebene 
Pf lanzenexpressionsvektor #945 HPV16-L1 h wurde zur 
Transformation des Agrobacterium Stammes C58C1 (Debleare et 
al. 1985, Nucl. Acid Res. 13, 4777) verwendet. 

30 2. Tabaktrans format ion 

10 kleine, mit einem Skalpell verwundete Blatter einer 
Tabaksterilkultur wurden in 10 ml MS-Medium mit 2% Saccharose 
inkubiert, welches 50/xl einer unter Selektion (Kanamycin, 
35 Ampicilin; Rifampicin) gewachsenen Ubernachtkultur von 
Agrobacterium tumefaciens enthielt. Nach 5-minutigem, 
leichten Schutteln wurden die Petrischalen bei 24 "C im Dunkeln 
aufbewahrt. Nach 2 Tagen wurden die Blatter zur Induktion des 
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Kallus auf MS-Medium rait 1,6% Glucose, 5mg/l 
Naphtylessigsaure, 0,1 g/1 Benzylaminopyrin, 250mg/l 
Ticarcilin, 50mg/l Kanamycin und 0.8% Bacto-Agar ausgelegt. 
Nach einwochiger Inkubation bei 25 'C und 3000 Lux wurden die 
5 Blatter auf MS-Medium iiberfiihrt, welches 1,6% Glucose, 2mg/l 
Zeatinribose, 0,02 mg/1 Naphtylessigsaure, 0.02rag/l 
Gibberellinsaure, 250mg/l Ticarcilin, 50mg/l Kanamycin und 
0.8% Bacto-Agar enthielt und der Induktion von Sprossen dient. 
Nach einer weiteren Woche erfolgte die Kultivierung unter 
10 bekannten Bedingungen (Rocha-Sosa et al. (1989), EMBO J. 

8:23-29) . Es konnten 88 transgene Pflanzen regeneriert werden. 

3. Nachweis der Akkumulat ion von HPV16-L1 h in 
Pf lanzenextrakten im Western Blot 

15 

Der Nachweis, dass die transgenen Tabakpf lanzen das virale 
Hlillprotein HPV16-L1 h expremieren, erfolgte im Western Blot. 
Dazu wurden Blattscheiben (ca. 50mg) in 2-fach konzentriertem 
"Ladepuffer" (50mM Tris-HCl pH 6.8; 2% SDS, 10% Glyzerin, 5% 

20 S-Mercaptoethanol, 0.2% Bromphenolblau; Lammli U.K. (1970), 
Nature 227: 680-685) extrahiert. Nach einem 
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand abgenommen . Gleiche 
Mengen des Proteinextraktes (ca. 20/ig) wurden fur 10 min bei 
95 °C denaturiert und in einem 12.5% SDS-Polyacrylamidgel 

25 separiert. Als Kontrolle wurden 40/80/xg aus Insektenzellen 
gereinigtes HPV16-L1 h auf das Gel geladen. Anschliessend 
wurden die Proteine. auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond N, 
Amersham Pharmacia Biotech, Braunschweig) mit Hilfe eines 
semi -Dry-Blotters transf eriert . Zum immunologischen Nachweis 

30 des HPV16-L1 h wurde ein polyklonaler HPV16-L1 -Antikorper in 
einer Verdunnung von 1:5000 eingesetzt. Die Handhabung des 
sekundaren Antikorpers (Pierce, Rockford) erfolgte gemaS dem 
Herstellerprotokoll . Durch den Antikorper markiertes Antigen 
wurde mit Hilfe des ECL-Systems (Amersham Pharmacia Biotech, 

35 Braunschweig) sichtbar gemacht. Die GroSenabschatzung erfolgte 
anhand von Markerproteinen mit bekannter Molekulmasse . Es 
zeigte sich, dass in transgenen Tabakpf lanzen grofie Mengen von 
HPV16-L1 h exprimiert werden (Fig. 14). 
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Patentanspriiche 

1. DNA-Sequenz, die fur ein HPV16-L1 mit der in Fig. 5 Oder 

6 gezeigten DNA-Sequenz oder fur HPV16-L2 mit der in Fig. 

7 gezeigten DNA-Sequenz kodiert. 

2. DNA-Sequenz, die fur ein Protein mit den biologischen 
Eigenschaften eines HPV16-L1 oder eines HPV16-L2 kodiert 
und die ein Fragment oder eine Variante der in Fig. 5,6 
oder 7 gezeigten DNA-Sequenz ist. 

3. DNA-Sequenz nach Anspruch 2, die fur ein HPV16-L1 kodiert 
und die in Fig. 13 "gezeigte DNA-Sequenz aufweist, 

4. DNA-Sequenz, die fur ein Fusionsprotein aus einem HPV16- 
Ll und einem HPV16-E7 kodiert und die in Fig. 8, 9 oder 
10 gezeigte DNA-Sequenz aufweist. 

5. Expressionsvektor, enthaltend die DNA-Sequenz nach einem 
der Anspruche 1-4. 

6. Expressionsvektor nach Anspruch 5, wobei die DNA-Sequenz 
mit einem pCMV-Promotor funktionelle verkntipft ist. 

7. Expressionsvektor nach Anspruch 5, namlich pLl (DSM 
13745), hLl (DSM 13746) bzw. hL2 (DSM 13747). 

8. Wirtszelle, transfiziert mit einer DNA-Sequenz nach einem 
der Anspruche 1-4 oder einem Expressionsvektor nach einem 
der Anspruche 5-7 . 

9. Wirtszelle nach Anspruch 8, wobei die Wirtszelle eine 
tierische Zelle ist. 



WO 02/38769 PCT/DEO 1/036 18 

20 

10. Wirtszelle nach Anspruch 8, wobei die Wirtszelle eine 
pflanzliche Zelle ist. 

11. Vakzinierungsmittel, enthaltend den Expressionsvektor 
nach einem der Anspriiche 5-7 oder ein durch diesen 
kodiertes Protein. 

12. Verfahren zur Herstellung eines HPV16-L1 oder eines 
HPV16-L2, das die Ziichtung der Wirtszelle nach einem der 
Anspriiche 8-10 unter geeigneten Bedingungen und die 
Gewinnung des Proteins aus der Zelle oder dem Zuchtmedium 
umf aSt . 
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Fig.1 



HPV16-L1 -Expression durch Modifikation des Leserahmens 
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Fig. 2A 

Direkte und indirekte Effekte der modifizierten Leserahmen 
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Fig. 2B 

Direkte und indirekte Effekte der modifizierten Leserahmen 
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Fig. 2C 

Direkte und indirekte Effekte der modifizierten Leserahmen 
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Fig. 3 

HPV16-L2-Expression durch Modifikation des Leserahmens 
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Fig. 4 

Partikelbildung nach Expression von HPV16-L1 in 911-Zellen 
A 
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Fig. 11 
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Fig. 13 

EcoRI Ncol 



1 CGTTGTAAAA CGACGGCCAG TGAATTCCCA TGGAGTCAAA GATTCAAATA GAGGACCTAA 

»» SSSiwase. _» 

61 CAGAACTCGC CGTAAAGACT GGCGAACAGT TCATACAGAG TCTCTTACGA CTCAATGACA 

» ?A§X«5jnojcr. ^ 

121 AGAAGAAAAT CTTCGTCAAC ATGGTGGAGC ACGACACGCT TGTCTACTCC AAAAATATCA 

» - 3 .5§.te«jr. >y 

181 AAGATACAGT CTCAGAAGAC CARAGGGCAA TTGAGACTTT TCAACAAAGG GTAATATCCG 

» _ . . 35£J^motcr__ ^ 

241 GAAACCTCCT CGGATTCCAT TGCCCAGCTA TCTGTCACTT TATTGTGAAG ATAGTGGAAA 
J> — ?.?.§.Er9mcrtcr ^ 

301 AGGAAGGTGG CTCCTACAAA TGCCATCATT GCGATAAAGG AAAGGCCATC GTTGAAGATG 

» - - 35?.Prpmotcr ^ 

361 CCTCTGCCGA CAGTGGTCCC .AAAGATGGAC CCCCACCCAC GAGGAGCATC GTGGAAAAAG 

—HHtansisc » 

421 AAGACGTTCC AACCACGTCT TCAAAGCAAG TGGATTGATG TGATATCTCC ACTGACGTAA 



4 81 GGGATGACGC ACAATCCCAC TATCCTTCGC AAGACCCTTC CTCTATATAA \GGAAGTTCAT 
» MSftomot* 



Kpnl 



541 TTCATTTGGA GAGGACAGGG TACCTTTACA ACAATTACCA ACAACAACAA ACAACAAACA 

» 35S ^omqtCT »» 

»» .Od_ _ » 



Ncol 



601 ACATTACAAT TACTATTTAC AATTACCATG GCCCTGTGGC TGCCCAGCGA GGCCACCGTG 

» Qd y>>> 



»» f$PV1.63LIh^ 



661 TACCTGCCCC CCGTGCCCGT GAGCAAGGTG GTGAGCACCG ACGAGTACGT GGCCAGGACC 

» ._ mimk ^ » 

721 AACATCTACT ACCACGCCGG CACCAGCAGG CTGCTGGCCG TGGGCCACCC CTACTTCCCC 
» HPV?6LJh » 

781 ATCAAGAAGC CCAACAACAA CAAGATCCTG GTGCCCAAGG TGAGCGGCCT GCAGTACAGG 

» Hpyj.6uh. » 

BamHl 



841 gtgttcagga tccacctgcc cgaccccaac aagttcggct tccccgacac cagcttctac 
» — hemi&Ui _ » 

901 aaccccgaca cccagaggct ggtgtgggcc tgcgtgggcg tggaggtggg caggggccag 

» HPV.16LJ.fc . 
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Fig. 13 (Forts. 1) 



961 CCCCTGGGCG TGGGCATCAG CGGCCACCCC CTGCTGAACA AGCTGGACGA CACCGAGAAC 



........... 



» 



1021 GCCAGCGCCT ACGCCGCCAA CGCCGGCGTG GACAACAGGG AGTGCATCAG CATGGACTAC 

**"•*•*•********•••*•*•* »•.«.. ... « «.«.^??y.?^fXb...... .................. ,..»._..__ 

1081 AAGCAGACCC AGCTGTGCCT GATCGGCTGC AAGCCCCCCA TCGGCGAGCA CTGGGGCAAr 

» ~ „ HPV16Llh wowuifc 

r » 

1141 GGCAGCCCCT GCACCAACGT GGCCGTGAAC CCCGGCGACT GCCCCCCCCT GGAGCTGATC 
>y - - .H£y.!£Uli_ ^ 

Nco l 

1201 AACACCGTGA TCCAGGACGG CGACATGGTG GACACCGGCT TCGGCGCCAT GGACTTCACr 
»- •• JffiYl&J*. _» 

1261 ACCCTGCAGG CCAACAAGAG CGAGGTGCCC CTGGACATCT GCACCAGCAT CTGCAAGTAP 

» HPV16Llh._.„. _ _ ^» 

1321 CCCGACTACA TCAAGATGGT GAGCGAGCCC TACGGCGACA GCCTGTTCTT CTACCTGAGC 
»-- _...HPV!6Uh JL_» 

1381 AGGGAGCAGA TGTTCGTGAG GCACCTGTTC AACAGGGCCG GCGCCGTGGG CGAGAACGTG 

» - HPVISUh _ ~ ~ 

BsrGI 

1441 CCCGACGACC TGTACATCAA GGGCAGCGGC AGCACCGCCA ACCTGGCCAG CAGCAACTAC 

»•• •- Hpyj..6y.h„.. _ y> 

1501 TTCCCCACCC CCAGCGGCAG CATGGTGACC AGCGACGCCC AGATCTTCAA CAAGCCCTAC 

» BEHffift , _ y> 

1561 TGGCTGCAGA GGGCCCAGGG CCACAACAAC GGCATCTGCT GGGGCAACCA GCTGTTCGTG 

» HpyjfiLjLt. , _ » 

1621 ACCGTGGTGG ACACCACCAG GAGCACCAAC ATGAGCCTGT GCGCCGCCAT CAGCACCAGC 

» .HPV16Llh » 

Bgj 

1681 GAGACCACCT ACAAGAACAC CAACTTCAAG GAGTACCTGA GGCACGGCGA GGAGTACGAC 

» _ HPy.16L.Ih y> 

174.1 CTGCAGTTCA TCTTCCAGCT GTGCAAGATC ACCCTGACCG CCGACGTGAT GACCTACATC 
» - OTVieuh 
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Fig. 13 (Forts. 2) 

1801 CACAGCATGA ACAGCACCAT CCTGGAGGAC TGGAACTTCG GCCTGCAGCC CCCCCCCGGC 

» — HPVlSUh >y 

1861 GGCACCCTGG AGGACACCTA CAGGTTCGTG ACCAGCCAGG CCATCGCCTG CCAGAAGCAC 
» _ ~ fEO&lk ~ » 

1921 ACCCCCCCCG CCCCCAAGGA GGACCCCCTG AAGAAGTACA CCTTCTGGGA GGTGAACCTG 

» HPTOiUh _ _ _ » 



1981 AAGGAGAAGT TCAGCGCCGA CCTGGACCAG TTCCCCCTGG GCAGGAAGTT CCTGCTGCAG 

» HPVlfiLlh _ » 

Fsef 

2041 GCCGGCCTGA AGGCCAAGCC CAAGTTCACC CTGGGCAAGA GGAAGGCCAC CCCCACCACC 

» _ _ -JKHfiUk - - » 



2101 AGCAGCACCA G.CACCACCGC CAAGAGGAAG AAGAGGAAGC TGTGAAAGCT TATCGATACC 

» flEMJUli ~ »» 



Sail 

2161 GTCGACCTGC AGGCATGCAA GCTTGGCGTA ATCATGGTCA 
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Fig. 14 



O 
CO 

CO 
h» 
CM 

O 
t — 

o> 

CD 

h- 
CD 



in 

CD 
CO 
CD 

o> 

LO 

o 
in 

CO 



IOJJUOO 



CO 
CO 
CO 

co 

CD 
s— 

CO 
CM 



Ci 
CO 

CD 
CO 



|OJ}UOO 




.►4 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) V EROFFENTLICH TE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation furgeistiges Eigentum 

Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
16. Mai 2002 (16.05.2002) 




PCT 



(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 02/038769 A3 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12N 15/37, 
15/84, 15/85, 5/10, C07K 14/025, A61K 39/12, 48/00 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/DE0 1/036 18 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

19. September 2001 (19.09.2001) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) VerofTentlichungssprache: 



Deulsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

1 00 55 545.4 9. November 2000 (09. 1 1 .2000 ) 



DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
von US): DEUTSCHES KREBSFORSCH UNGSZEN- 
TRUM STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS 
[DE/DE]; Im Neuenheimer Feld 280, 69120 Heidelberg 
(DE) IPK, INSTITUT FUR PFLANZENGENETIK 
UND KULTURPFLANZENFORSCHUNG [DE/DE]; 
Corrensstrasse 3, 06466 Gatersleben (DE). 



Deutsch ( ™> l r ** der; Und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): MULLER, Mar- 
tin [DE/DE]; Siedlerweg 2, 69151 Neckargemiind 
(DE). LEDER, Christoph [DE/DE]; Woerthstrasse 12, 
69115 Heidelberg (DE). KLEINSCHMIDT, Jurgen 
[DE/DE]; Weihwiesenweg 5, 69245 Bammental (DE). 
SONNE WALD, Uwe [DE/DE]; Am Hange 6, 06484 

[Foriseizung auf der nachsten Seile] 



(54) Title: DNA SEQUENCES, WHICH CODE FOR OPTIMISED EUKARYOTIC HPV 16-L1 AND HPV 16-L2 

(54) Bezeichnung: FUR EXPRESSION IN EUKARYONTEN OPTIMIERTE HPV 16-LL UND HPV 16-L2 KODIERENDE DNA- 
SEQUENZEN 



Direkle und indirekte Effekte der modifizierten Leserahmen 



< 
v© 

00 

m 
o 

r5 



o 




GFP-Fluoreszeoz 



140 

120 
100 



5 40 
1 



70 i 
0 4— » 



pU reel Llori KootroDe 



FA CS -Analyse 



(57) Abstract: The invention relates to DNA sequences that have 
been optimised with respect to the codon use, said sequences coding 
for an HPV 16-L1 capsid protein or an HPV 16-L2 capsid protein. 
Said DNA sequences comprise the DNA sequences or fragments or 
variants thereof that are illustrated in figures 5, 6 or 7 and permit the 
simple recombinant production of HPV 16-L1 or HPV 16-L2 capsid 
proteins or fragments thereof in high yields, without having to use 
viral vectors. The capsid proteins are preferably used for producing 
vaccines. 

(57) Zusammenfassung: Beschrieben werden hinsichtlichderCodon- 
Verwendung optimierte DNA-Sequenzen, die ein HPV 16-Kapsidpro- 
teinLl bzw. HPV 16-Kapsidprotein L2kodieren. Diese DNA-Sequen- 
zen umfassen die in den Figuren 5, 6 oder 7 gezeigten DNA-Sequenzen 
oder Fragmente oder Varianten dieser DNA-Sequenzen und erlauben 
die einfache rekombinante Herstellung von HPV 16-L1 - bzw. L2-Kap- 
sidproteinen oder Fragmenten davon mit hoher Ausbeute unter Vermei- 
dung der Verwendung viraler Vektoren, vorzugsweise zur Herstellung 
von Vakzinen. 
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